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I. BEVEZETÉS 
 Neurofarmakológiai kutatócsoportunk évtizedek óta a nocicepció és a gyulladás 
farmakológiájának témakörében folytat kutatásokat, amelyek elsősorban a kapszaicin-
érzékeny érzőideg-végződések szerepének a felderítésére irányulnak. Ezek komplex 
szabályozó funkciójára az eddigi kísérletek alapján a bőr és az ízületi gyulladásos folyamatok, 
illetve a gyulladásos és neuropátiás fájdalommechanizmusok számos bizonyítékot 
szolgáltattak (Szolcsányi, 2004). Mivel korábbi adatok arra utaltak, hogy az érzőideg-
végződéseknek és a belőlük felszabaduló szenzoros neuropeptideknek jelentős szerep 
tulajdonítható a légúti gyulladások kialakulásában, PhD munkám témájául azt a feladatot 
kaptam, hogy a nemzetközi irodalom alapján kidolgozzam azokat az in vivo egér modelleket, 
melyek segítségével szisztematikus kísérleteket végezhetünk. 
A TRPV1 receptor, működését tekintve, egy nem szelektív kationcsatorna, 
aktiválásakor Na2+ és Ca2+ ionok áramlanak a sejtbe, melyet K+ ion kiáramlás és passzív Cl- 
ion beáramlás követ. Ennek eredményeképpen akciós potenciál generálódik, melynek 
következménye az érzőműködés és a nocicepció kialakulása. A Ca2+ ionok hatására pedig 
szenzoros neuropeptidek szabadulnak fel az idegvégződésből. Tartós aktiváció 
következményeképpen a hosszan nyitvatartott ioncsatornán keresztül beáramló nagy 
mennyiségű Ca2+ ion hatására létrejön az ún. kapszaicin-deszenzibilizáció, mely az érzőideg 
végződéseket a kémiai ingerekkel szemben érzéketlenné teszi anélkül, hogy elektromos 
stimulusokkal szemben válaszkészségük megváltozna (Bevan és Szolcsányi, 1990).  A 
TRPV1 receptort kapszaicinen kívül forró ingerek és kémiai ingerek széles skálája képes 
aktiválni. Számos más növényi eredetű vanilloid, például a marokkói kaktuszféléből kivont 
resiniferatoxin (RTX), is stimulálják a receptort. Ezen túlmenően még többféle endogén 
fájdalom- és gyulladáskeltő molekula, például endokannabinoidok közé tartozó anandamid, 
protonok, illetve az arachidonsavból oxidációval keletkező termékek és a magas – 42 oC 
feletti – hőinger ugyancsak aktivátorai a receptornak (Tominaga és mtsai, 1998). 
 A légutakban a kapszaicin-szenzitív peptiderg afferensek nem csak érző funkciókat 
közvetítenek, hanem neuropeptidek - mint például a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), 
tachykininek, illetve P-anyag (SP) - kibocsátásával lokális bronchokonstriktor (Szolcsányi és 
Barthó, 1982) és gyulladáskeltő hatással is rendelkeznek (Lundberg, 1995; Maggi, 1995; 
Szolcsányi, 1996). Ezen neurogén mechanizmusnak a gyulladásos reakciókban van szerepe, 
ahol az irritáns ágenseknek a skálája igen széles, mint például a cigaretta füst, a SO2, az éter, 
stb. (Barnes, 2001; Lundberg, 1995; McDonald, 1987). 
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 A kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort expresszáló, érzőideg-végződések 
különlegessége, hogy a klasszikus érző illetve fájdalomérző (afferens) működésen túl lokális 
és szisztémás efferens funkciókkal is rendelkeznek a belőlük közvetlenül, reflex nélkül 
felszabaduló szenzoros neuropeptidek közvetítésével. A CGRP és a tachykininek, mint a SP, a 
neurokinin A (NKA) és a neurokinin B (NKB) a tüdőben különféle stimulusok (gyulladásos 
mediátorok, protonok, neurotoxinok, cigarettafüst) hatására exocitózissal szabadulnak fel a 
tüdő afferens rostjaiból, bár tachykininek (elsősorban SP) az immunrendszer sejtjeiben is 
szintetizálódnak.  A CGRP és a SP értágulatot, plazmafehérjék szövetekbe történő kiáramlását 
(duzzadást) és gyulladásos sejt aktivációt okoznak az innervált területen, amelyet neurogén 
gyulladásnak nevezünk. Ez a mechanizmus jelentősen hozzájárul a bronchokonstrikcióhoz és 
a nyálkahártya ödémához, így a fokozott légúti ellenállás kialakulásához (Lundberg, 1995). A 
SP serkenti továbbá az erek proliferációját, ez a hatás tehető felelőssé az asztmában 
szenvedők légútaiban tapasztalható megváltozott érstruktúráért. A SP és az NKA a tüdő 
fibroblasztjait is stimulálja, ezzel hozzájárul az asztmásokban tapasztalt fibrotikus 
elváltozásokhoz. A tachykininek az immun- és gyulladásos sejtek működését is serkentik, a P-
anyag nem receptor mediált hatással degranulálja a hízósejteket és az eosinophil 
granulocitákat, valamint serkenti a kemotaxist. A tachykininek fokozzák az alveoláris 
makrofágokban a gyulladásos citokinek (pl. IL-6) termelését. Az NK1 receptorok elsősorban 
a neurogén gyulladásos reakciókban játszanak szerepet (szekréció fokozódás, vazodilatáció, 
plazma extravazáció, stb), az NK2 receptorok inkább a bronchokonstrikcióban és a 
bronchiális hiperreaktivitásban fontosak (Advenier és mtsai, 1997; Joos és mtsai, 2001; 
Lagente és Advenier, 1998).  
 Munkacsoportunk egy évtizedes munkájával számos kísérleti bizonyítékot 
szolgáltatott arra, hogy ugyanezen idegvégződésekből az előzőekben említett gyulladáskeltő 
neuropeptidek mellett szomatosztatin (SOM) is felszabadul, amely a keringésbe jutva 
szisztémás gyulladásgátló és antinociceptív hatásokat fejt ki (rev. Szolcsányi és mtsai, 2004). 
A SOM 14  és 28 aminosavat tartalmazó ciklikus peptid, amelyet neuronok, neuroendokrin, 
gyulladásos és immunsejtek termelnek. A SOM jelenlétét az elsődleges érző neuronokban 
már évtizedekkel ezelőtt leírták. A szomatosztatin gátló hatása öt különböző Gi-proteinhez 
kötött membrán receptoron (sst) keresztül valósul meg (Hoyer és mtsai, 1995; Pintér és mtsai, 
2006). E receptorok szintetikus szomatosztatin analóg kötő képességük alapján két csoportra 
oszthatók: a SRIF1 csoport az sst2, sst3 és sst5 receptorokat tartalmazza, amelyek nagy 
affinitással képesek kötni az oktapeptid analógokat, míg a SRIF2 csoport az sst1 és sst4 
receptorokat foglalja magába, melyekhez ezen analógok csekély affinitást mutatnak (Hoyer és 
 4
mtsai, 1995; Pintér és mtsai, 2006). Az irodalmi adatok alapján igazolt, hogy az endokrin 
hatásokat a SRIF1 család tagjai közvetítik, eddigi eredményeink azonban arra utaltak, hogy a 
SOM gyulladáscsökkentő és antinociceptív hatásai a SRIF2 receptorokon, elsősorban az sst4 
receptorokon keresztül valósulnak meg (rev. Pintér és mtsai, 2006; Szolcsányi és mtsai, 
2004). Az sst4 receptorok lokalizációjára és funkciójára vonatkozóan azonban kevés irodalmi 
adat áll rendelkezésre.  
 Új típusú gyulladásgátló és fájdalomcsillapító gyógyszerek kifejlesztéséhez stabil, 
elsősorban sst4-szelektív agonisták lehetnek ígéretesek. Ilyen a TT-232, amely egy stabil 
ciklikus heptapeptid analóg (MTA, Peptid Biokémiai Kutató Csoport, Orvosi Kémia, 
Semmelweis Egyetem, Budapest). E vegyület, amely az sst4 receptor iránt mutatta a 
legnagyobb affinitást (Helyes és mtsai, 2006), nem gátolja a növekedési hormon, ill. a 
gasztrin szekrécióját, viszont erős anti-proliferatív, gyulladásgátló és anti-nociceptív hatással 
rendelkezett több kísérleti modellben (rev. Helyes és mtsai, 2006). Egy új szulfonamido-
peptidomimetikum, a J-2156 (Juvantia Pharma, Turku, Finnország), a szomatosztatin receptor 
ligandok kémiailag egy új osztályába tartozik. A J-2156 nM-os affinitással rendelkezik az 
emberi sst4 receptor iránt, amely a natív szomatosztatinnál is erősebb. Ez 400-szor nagyobb 
szelektivitást jelent a többi humán szomatosztatin receptor altípushoz viszonyítva (Engstrom 
és mtsai, 2005).  
 
II. CÉLKITŰZÉSEK 
 
1.) Mivel az irodalomban a kapszaicin-érzékeny afferensek légúti gyulladásban betöltött 
szerepére vonatkozóan ellentmondást találtunk, kísérletsorozatunk első célkitűzése az volt, 
hogy megvizsgáljuk e rostok és a gyulladáskeltő szenzoros neuropeptidek funkcióját 
endotoxinnal kiváltott akut interstíciális légúti gyulladásban és következményes bronchiális 
hiperreaktivitásban egérben.  
2.) A TRPV1 génhiányos egerekkel végzett előzetes kísérleteink alapján e receptor komplex 
szabályozó molekulának bizonyult bőr és ízületi gyulladás, valamint neuropátia modellekben. 
Ezért következő célunk az volt, hogy tanulmányozzuk ezen ioncsatorna reguláló szerepét 
endotoxin-indukálta légúti gyulladásban és gyulladásos válaszkészség fokozódásban. 
3.) Előző kísérletsorozatunkban kapott eredményeink azt bizonyították, hogy a tüdő TRPV1 
receptorainak aktivációjával szomatosztatin szabadul fel, amely gátolja a gyulladásos 
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folyamatokat és a hiperreaktivitást. Feltételeztük, hogy e gátló hatásokat az sst4 receptor 
közvetíti, de e receptor lokalizációjára és funkciójára vonatkozóan kevés irodalmi adat állt 
rendelkezésre. Ezért munkánk harmadik célja az volt, hogy megvizsgáljuk az sst4 mRNS és a 
receptor fehérje expresszióját és gyulladás hatására történő változását egértüdőben, továbbá a 
receptor funkcióját endotoxinnal kiváltott légúti gyulladásban sst4 génhiányos egerek 
segítségével. 
4.) Mivel az sst4 receptor expresszióját molekuláris biológiai és immunhisztokémiai 
módszerekkel bizonyítottuk az egér tüdőben, illetve szelektív sst4 receptor agonisták 
gyulladásgátló hatását más modellekben is igazoltuk, kísérletsorozatunk következő célja, 
hogy a heptapeptid analóg TT-232 és a peptidomimetikum J-2156 vegyületeket endotoxinnal 
kiváltott akut, és ovalbuminnal előidézett krónikus légúti gyulladás egérmodellekben is 
megvizsgáljuk. 
 
III. KÍSÉRLETI MODELLEK, VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 
 
 A kísérleteket nőstény CD1, Balb/c illetve C57Bl/6 egereken végeztük. Két 
kísérletsorozatban a C57Bl/6 törzsből előállított TRPV1 receptor-gén hiányos (TRPV1-/-; Dr. 
J.B. Davis, GlaxoSmithKline, Harlow, U.K.) illetve sst4 receptor knock out (sst4-/-; Dr. Piers 
Emson, Laboratory of Molecular Neuroscience, The Babraham Institute, Cambridge, U.K.) 
egereket és vad típusú megfelelőiket (TRPV1+/+, sst4+/+) használtuk.  
Endotoxinnal kiváltott akut légúti gyulladás modell 
Kísérleteink nagy részében az endotoxinnal (lipopoliszacharid, LPS) kiváltott akut 
interstíciális pneumonitis modellt használtuk. Az intranazálisan adott LPS-sel a tüdőben 
lokalizáltan váltható ki gyulladásos reakció anélkül, hogy más szervekben szisztémás 
károsodást okoznánk. A szubakut légúti gyulladást éteres altatásban 60 μl Escherichia coli 
lipopoliszacharid (LPS; 167 μg/ml) intranazális alkalmazásával idéztük elő 24 órával a légúti 
hiperreaktivitás meghatározása előtt.  
Ovalbuminnal kiváltott krónikus légúti gyulladás modell 
Egerekben az egyik legáltalánosabb krónikus légúti gyulladás modell az ovalbuminnal 
(OVA) kiváltott asztma modell. Balb/c egereket az 1. és a 14. napon 20 μg i.p. ovalbuminnal 
szenzitizáltunk (100 μl; 30 μl  AlumImject-et tartalommal az egyenletes antigén felszívódás 
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érdekében). Az első szenzitizáló injekciót követően a 28. 29. és a 30. napon 5 %-os OVA 
oldat 20 perces inhaláltatásával (4 ml/5 állat, 0.2 ml/perc) váltottuk ki a légúti gyulladást.  
Előkezelések, kezelések 
Az első kísérletsorozatban a kapszaicin-érzékeny idegvégződések tartós inaktiválására 
egy állatcsoportot előkezeltünk a TRPV1 receptor agonista resiniferatoxin (RTX) nagy 
dózisainak ismételt adásával (deszenzitizálás). Az RTX-et három egymást követő napon, a 
nyaki régióba s.c. adtuk 30, 70, 100 μg/kg dózisokban, altatott állatoknak. Az így 
deszenzibilizált egereket 14 nappal a kezelés után vontuk be a kísérletekbe. Más csoportokat 
NK1 receptor antagonistával (SR 140333, 160 μg/kg s.c.), NK2 receptor antagonistával (SR 
48968; 160 μg/kg s.c.), illetve CGRP1 receptor antagonistával (CGRP(8-37); 160 μg/kg s.c) 
kezeltünk háromszor, 30 perccel az LPS beadása előtt, illetve 8 és 23 órával utána. 
A második kísérletsorozatban a TRPV1 receptor aktivációval felszabaduló SOM 
hatásának gátlására a szomatosztatin receptor antagonista ciklo-szomatosztatinnal (C-SOM; 
250 μg/kg i.p.) kezeltük a TRPV1+/+ egereket. Az exogén szomatosztatin hatásának vizsgálata 
céljából mindkét állatcsoportban szomatosztatin-14 (SOM-14; 100 μg/kg i.p.) kezelést 
végeztünk. A C-SOM és a SOM-14 injekciókat is négyszer adtuk, 30 perccel az LPS beadása 
előtt, majd 6 óránként a 24 órás kísérleti periódus során. 
A negyedik kísérletsorozatban a két sst4 receptor agonista vegyületet (TT-232, J-2156 
500 μg/kg i.p.) adtunk mindkét modellben a légzésfunkciós mérés előtt 20 perccel. Más 
csoportokban, ahol a vegyületek gyulladásgátló hatását is vizsgálni kívántuk, a gyulladásos 
folyamatok kialakulása alatt háromszor adtuk: az akut modellben 20 perccel az LPS beadása 
előtt, majd 8 és 24 órával később; a krónikusban az OVA inhaláció mindhárom napján, az 
inhaláltatás előtt 20 perccel, 6 és 12 órával később, valamint a mérés előtt 20 perccel. 
Légzésfunkciós változások mérése 
 A légzésfunkciós változásokat 24 órával az LPS kezelést követően, illetve OVA 
kezelés esetén a 32. napon, Buxco teljes test pletizmográffal (Buxco Europe Ltd, Winchester, 
UK, 3. ábra) éber, szabadon mozgó állatokon mértük. A hörgőgörcsöt a muszkarin receptor 
agonista carbachol (50 μl/egér; 5.5; 11; 22.0 mM) növekvő koncentrációinak 1.5 perces 
inhaláltatásával váltottuk ki. Az inhaláltatást koncentrációnként 15-15 perces mérési periódus 
követte, melynek végére a megfigyelt paraméterek visszatértek az alaphelyzetbe. A mért 
paraméter a következményes légúti ellenállás fokozódással egyenesen arányos Penh 
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(enhanced pause) amely egy számított érték ((enhanced pause) = ((kilégzési idő/ relaxációs 
idő)-1):(maximális kilégzési áramlás/ maximális belégzési áramlás)).  
Szövettani vizsgálatok és szemikvantitatív morfológiai értékelés 
 A formalinban fixált, paraffinba ágyazott tüdőmintákból metszeteket készítettünk, 
majd hematoxilin-eosin, illetve a nyáktermelő sejtek láthatóvá tételéhez perjódsav-Schiff 
(PAS) festést végeztünk. Az így készült metszeteket fénymikroszkóppal szemikvantitatív 
pontrendszer alapján értékeltük. Minden tüdőmintából 3 mélységből készítettünk metszeteket, 
és ezeket átlagoltuk. 
Szenzoros neuropeptidek kvantitatív meghatározása tüdőszövetből és plazmából 
 A fagyasztás után kiolvasztott tüdőmintákat aprítottuk és homogenizáltuk, a 
homogenizátumot lecentrifugáltuk, az üledéket használtuk a mieloperoxidáz aktivitás 
meghatározásához, a felülúszót pedig a közvetlen radioimmunoassay-vel (RIA) történő SP, 
CGRP és szomatosztatin  meghatározáshoz. A szomatosztatin koncentrációt a plazmából is 
meghatároztuk.  
Mieloperoxidáz (MPO) aktivitás mérése a tüdőben 
 A granulociták, különösen a neutrofilek, felhalmozódásának meghatározásához a 
tüdőmintákban mértük az MPO aktivitást spektrofotometriás módszerrel, 96 lyukú lemezen. 
A mintában a neutrofil felhalmozódás megállapítható az MPO enzim aktivitás mértéke és egy 
humán standard MPO preparátum összehasonlításával. 
Gyulladásos citokinek kvantitatív meghatározása 
 A homogenizált tüdőminták IL-1β, és egyes kísérletekben a TNF-α koncentrációit 
specifikus ELISA módszerekkel (BD Sciences Eastern Europe) határoztuk meg. 
Az sst4 receptor fehérje immunlokalizációja a tüdőben 
A formalinban fixált, paraffinba ágyazott tüdőminták metszetein az antigéneket savas 
(pH 6) citrát-pufferes, mikrohullámú sütőben történő inkubálással feltártuk. A tárgylemezeket 
1:50 hígítású nyúl poliklonális anti-sst4 antitestekkel inkubáltuk, majd torma peroxidázzal 
(HRP)-konjugált En Vision rendszerű anti-nyúl másodlagos antitestekkel kezeltük. Végül az 
sst4 receptor immunlokalizációját diaminobenzidines (DAB) kezeléssel tettük láthatóvá. 
Az sst4 receptor mRNS meghatározása tüdőben 
 A tüdőmintákat RNAlater oldatban tároltuk, majd az összes RNS izolálásához 
GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit-et és proteináz K-t használtunk, a gyártó 
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utasításai szerint. Az mRNS mennyiségeit a “LightCycler RNA Master SYBR Green I”-val 
(Roche) adtuk meg, ami egy kvantitatív, valós idejű reverz transzkriptáz-polimeráz 
láncreakció RT-PCR próba egy Lightcycler rendszeren.  
 
IV. EREDMÉNYEK 
 
IV.1. KAPSZAICIN-ÉRZÉKENY ÉRZŐIDEG-VÉGZŐDÉSEK ÉS A 
GYULLADÁSKELTŐ SZENZOROS NEUROPEPTIDEK SZEREPE AKUT LÉGÚTI 
GYULLADÁSBAN (Elekes és mtsai, Reg. Pept. 14: 44-54, 2007.) 
 
A tüdő SP és CGRP koncentrációjának változása LPS-sel kiváltott gyulladás hatására 
LPS hatására az SP és CGRP koncentráció a tüdőben szignifikánsan növekedett az 
intakt csoporthoz képest. A nem gyulladt tüdő peptid tartalma az RTX-szel előkezelt 
egerekben nem mutatott változást. Mindkét peptid endotoxin-indukálta emelkedését kivédte 
az RTX deszenzitizáció, ami arra utal, hogy a SP és a CGRP koncentrációjának LPS-sel 
kiváltott emelkedése a kapszaicin-szenzitív idegvégződéseknek köszönhető.  
Endotoxinnal kiváltott légzésfunkciós változások 
A muszkarin receptor agonista carbachol növekvő koncentrációinak belélegzése (5.5 – 
22 mM) koncentrációfüggő bronchokonstrikciót idézett elő. A kezeletlen csoporttal 
összehasonlítva 24 órával az intranazális LPS kezelést követően a carbachol hatására történő 
Penh szignifikánsan nagyobb mértékű volt, amely azt igazolja, hogy a kialakult gyulladás 
bronchiális hiperreaktivitást okoz. A légúti hiperreaktivitás a legmagasabb carbachol 
koncentráció esetén teljesen megszűnt az RTX-szel előkezelt egerekben, de kisebb carbachol 
koncentrációknál is 70-80 %-ban alacsonyabb volt, mint az előkezeletlen csoportokban. Az 
NK1 receptor antagonista SR 140333, vagy a CGRP1 receptor antagonista CGRP(8-37) 
kezelés nem befolyásolta a hiperreaktivitás mértékét az NK2 antagonista SR 48968 azonban 
szignifikáns (kb. 35-50 %-os) gátlást idézett elő, amely a két tachykinin receptor antagonista 
kombinációjával történő kezelés után sem növekedett. 
Szövettani vizsgálatok és pontozás 
Az LPS peribronchiális/perivaszkuláris ödémát, interstíciális granulocita 
felhalmozódást, az alveoláris terekbe mononukleáris sejtek (elsősorban makrofágok) 
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invázióját, és a nyáktermelő kehely sejtek (goblet sejtek) felszaporodását idézi elő. Az 
ezekből a paraméterekből kiszámított összetett gyulladásos pontszámok jelentősen 
magasabbak voltak az RTX-szel előkezelt egerekben. Bár az RTX deszenzitizáció esetén az 
ödéma nagysága és a makrofágok infiltrációja nem változott, a kehelysejtek száma és a 
peribronchiális granulociták mennyisége jelentősen megnövekedett az RTX-előkezelt 
állatokban. Sem az NK1 receptor antagonista SR 140333-nak, sem az NK2 receptor 
antagonista SR 48968-nak nem volt hatása egyik endotoxin-kiváltotta gyulladásos 
paraméterre sem. Azonban e kettő kombinációja vagy a CGRP1 receptor antagonista 
CGRP(8-37) szignifikánsan csökkentette a bronchiolusok körül felhalmozódott granulociták 
számát. Egyik antagonistával történő kezelés sem befolyásolta az ödéma képződést, a 
mononukleáris sejtek  alveoláris terekbe történő áramlását és a kehely sejtek hiperpláziáját. 
Ezek az adatok azt jelzik, hogy az LPS-indukálta légúti gyulladás modellben a neurogén 
gyulladást közvetítő szenzoros neuropeptidek nem játszanak jelentős szerepet a gyulladásos 
szövettani elváltozásokban. 
Mieloperoxidáz aktivitás változása a tüdőben 
 LPS kezelés következményeképpen a gyulladt tüdőszövetben az akkumulált 
granulociták mennyiségét jelző MPO aktivitás 2-szeresére emelkedett, RTX előkezelés után 
azonban LPS hatására ennél szignifikánsan nagyobb, mintegy háromszoros növekedés volt 
tapasztalható. Sem az NK1 receptor antagonista SR 140333, sem az NK2 receptor antagonista 
SR 48968 nem változtatta meg az LPS-sel kiváltott MPO aktivitásnövekedést, azonban a 
CGRP(8-37) vagy SR 140333 és SR 48968 kombinációja szignifikánsan csökkentette. 
IL-1β koncentrációjának változása a tüdőben 
 Az LPS kezelés a gyulladásos citokin IL-1β tüdőbeli koncentrációjának több, mint 7-
szeres növekedését idézte elő, ami RTX-szel előkezelt egerekben szignifikánsan magasabb 
volt. Sem az NK1 antagonista SR 140333, sem az NK2 antagonista SR 48968 önmagában 
nem befolyásolta szignifikánsan az endotoxin-kiváltotta Il-1β emelkedést, kombinációjuk 
ezzel szemben 53 %-os gátlást eredményezett. Figyelemre méltó továbbá, hogy a CGRP1 
receptor antagonista CGRP(8-37) teljesen kivédte az LPS-indukálta IL-1β szintézist. 
A tüdő szomatosztatin koncentrációjának változása LPS-sel kiváltott gyulladás hatására 
 A nem deszenzitizált egerek intranazális LPS kezelése a tüdő és a plazma 
szomatosztatin szintjének kétszeres emelkedését idézte elő, amely növekedést a kapszaicin-
szenzitív afferensek RTX előkezeléssel történő inaktiválása gátolta. A nem gyulladt tüdő 
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szomatosztatin tartalma az RTX deszenzitizáció után enyhe, nem szignifikáns mértékű 
csökkenést mutatott. 
  
 
IV.2. A TRPV1 RECEPTOR SZEREPE AKUT LÉGÚTI GYULLADÁSBAN  
(Helyes és mtsai Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol. 292: L1173-1181, 2007.) 
 
Endotoxinnal kiváltott légúti hiperreaktivitás TRPV1+/+ és TRPV1-/- egerekben 
 A carbachollal kiváltott Penh növekedés szignifikánsan nagyobb volt az LPS-kezelt 
csoportokban a nem gyulladt csoportokhoz viszonyítva, ami a gyulladásos bronchiális 
hiperreaktivitás kialakulását igazolta. A TRPV1 receptor hiánya esetén az LPS-indukálta 
gyulladásban a maximális Penh értékek magasabbak voltak és a bronchokonstrikció 
időtartama is hosszabb volt  TRPV1 -/- egerekben, mint vad típusú megfelelőikben.  
Gyulladásos változások a tüdőben TRPV1+/+ és TRPV1-/- egerekben   
A szövettani vizsgálatok és a pontozás azt mutatták, hogy az LPS-sel kiváltott 
peribronchiális/perivaszkuláris ödéma, a bronchusok körüli granulocita felhalmozódás, a 
mononukleáris sejtek alveoláris terekbe történő beáramlása és a nyáktermelő kehely sejtek 
hiperpláziája alapján meghatározott összetett gyulladásos pontszám szignifikánsan magasabb 
volt a TRPV1 receptor génhiányos egerekben, mint azok vad típusaiban. 
MPO aktivitás a tüdőben TRPV1+/+ és TRPV1-/- egerekben 
TRPV1+/+ egerek tüdejében az endotoxin kezelés körülbelül kétszeres MPO 
aktivitásemelkedést idézett elő az intakt csoporthoz viszonyítva. A TRPV1 receptor 
génhiányos állatokban ez az érték szignifikánsan nagyobb, csaknem négyszerese volt a 
megfelelő intakt csoportban mért aktivitásnak. 
Szomatosztatin koncentráció változása a tüdőben és a plazmában TRPV1+/+ és TRPV1-/- 
egerekben 
A szomatosztatinszerű immunreaktivitás alapszintje körülbelül 4-5-ször magasabb a 
tüdőben, mint a plazmában. LPS kezelés hatására a szomatosztatin-szerű immunreaktivitás a 
tüdőben és a plazmában is szignifikánsan növekedett TRPV1+/+ egerekben. Ezzel szemben a 
TRPV1-/- csoportban a szomatosztatin koncentráció LPS-indukálta emelkedése a tüdőben 
sokkal kisebb mértékű volt, a plazmában pedig teljesen elmaradt. Ezen eredményeink arra 
 11
utaltak, hogy a szomatosztatin gyulladás során TRPV1 receptor aktiváción keresztül szabadul 
fel a tüdő kapszaicin-érzékeny rostjaiból és a szisztémás keringésbe kerül.  
A szomatosztatin szerepe az endotoxinnal kiváltott légúti hiperreaktivitásban, 
gyulladásos szövettani elváltozásokban és a mieloperoxidáz aktivitásban 
 SOM-14 (3 x 100 μg/kg i.p.) kezelés a TRPV1-/- és TRPV1+/+ egerekben is 
szignifikánsan gátolta az LPS-sel kiváltott gyulladásos változásokat, az MPO aktivitás 
növekedését, valamint a légúti hiperreaktivitást. A TRPV1+/+ egerekben a ciklo-
szomatosztatin (3 x 250 μg/kg i.p.), amely antagonizálja a szomatosztatin hatásait mind az 5 
receptor altípuson, jelentősen növelte a bronchiális hiperreaktivitást. TRPV1-/- egerek C-SOM 
kezelése nem okozott változást sem az LPS-sel kiváltott gyulladásos paraméterekben, sem a 
bronchiális hiperreaktivitásban. Intakt TRPV1+/+ és TRPV1-/- egerekben nem tapasztaltunk 
változást a carbachol-indukálta bronchokonstrikcióban, a szövettani paraméterekben és az 
MPO aktivitásban ismételt SOM-14 kezelés hatására. 
 
IV.3. AZ SST4 RECEPTOR EXPRESSZIÓJA A TÜDŐBEN ÉS SZEREPE AKUT 
LÉGÚTI GYULLADÁSBAN  
 
Az sst4 receptor expressziója ép és gyulladt tüdőben    
 Ép tüdőben sst4 receptor immunpozitivitás volt látható a bronchiális epithel sejtek 
lumen felőli felszínén. Gyulladt tüdőszövetben a megvastagodott epithel rétegben fokozódott 
az sst4 festődés és az akkumulálódott mononukleáris sejtek (elsősorban makrofágok) is 
jellegzetes, erős sst4 pozitivitást mutattak. A peribronchiális terekben nagy mennyiségben  
felhalmozódó neutrofil sejteken nem tapasztaltunk immunfestődést. Molekuláris biológiai 
eredményeink azt mutatták, hogy az sst4 receptor mRNS jelen van a tüdőben, de a 
koncentrációja összehasonlítva a β2-mikroglobulin háztartási gén mRNS szintjével, nem 
változott meg a gyulladás hatására az endotoxinnal kiváltott pneumonitisz modellben. 
Endotoxinnal kiváltott légúti hiperreaktivitás sst4+/+ és sst4-/- egerekben  
 LPS-sel kiváltott gyulladásban az sst4-/- egerekben a carbachol inhaláltatást követően a 
Penh százalékos változásai szignifikánsan nagyobbnak bizonyultak, mint a vad típusú 
állatokban.  
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Endotoxinnal kiváltott gyulladásos változások sst4+/+ és sst4-/- egerek tüdejében 
 A szövettani vizsgálatok és a szemikvantitatív értékelés azt mutatták, hogy az LPS 
hatására az sst4-/- egerek tüdejében jelentősen súlyosabb intenzitású gyulladás alakult ki, mint 
a vad típusúakban: kifejezettebb peribronchiális/perivaszkuláris ödéma és bronchusok körüli 
granulocita felhalmozódás, fokozottabb mononukleáris sejt infiltráció és goblet sejt 
hiperplázia volt megfigyelhető. 
Mieloperoxidáz aktivitás a tüdőben sst4+/+ és sst4-/- egerekben 
 Az LPS kezelés hatására az MPO aktivitás az sst4-/- csoportban szignifikánsan, közel 
2.5-szer nagyobb volt, mint a vad típusú egerekben. 
Gyulladásos citokinek koncentrációja sst4+/+ és sst4-/- egerek tüdejében  
 Az LPS kezelés hatására az IL-1β és a TNF-α koncentrációjának  növekedése az sst4-/- 
egerekben kb. duplája volt az sst4+/+ állatokban mért értékeknek. 
 
IV.4. SST4 RECEPTOR AGONISTA VEGYÜLETEK HATÁSA AKUT ÉS 
KRÓNIKUS LÉGÚTI GYULLADÁSOKBAN (Elekes és mtsai, Eur. J. Pharmacol. 
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar, 2007.) 
 
J-2156 és TT-232 hatása az endotoxinnal kiváltott gyulladásos légúti hiperreaktivitásra 
 Carbachol növekvő koncentrációinak (5.5 - 22 mM) belélegeztetésével kiváltott 
bronhokonstrikciót az 500 μg/kg i.p. J-2156 és TT-232 szignifikánsan gátolta. A légúti 
hiperreaktivitást gátló hatás nem csak a 24 óra alatti háromszori injekciót követően volt 
megfigyelhető, hanem a gyulladás kialakulása után adott egyszeri dózis esetén is, amely arra 
utal, hogy az sst4 agonisták fokozott légúti válaszkészséget csökkentő hatása elsősorban nem a 
gyulladásos reakció gátlásának köszönhető.  
J-2156 és TT-232 hatása ovalbuminnal kiváltott gyulladásos légúti hiperreaktivitásban  
 Az OVA-val kiváltott légúti gyulladásban jelentősen fokozódott a bronchiális 
válaszkészség carbachol növekvő koncentrációival (5.5 - 22 mM) szemben az intakt 
állatokkal összehasonlítva. A hiperreaktivitást a J-2156 és a TT-232 is körülbelül 50 %-kal 
gátolta, mind az ismételt (3x500 μg/kg i.p. naponta 3 napon keresztül) injekciók esetén, mind 
az egyszeri adás után. Figyelemre méltó, hogy a TT-232-t ismételt alkalmazása után a légúti 
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hiperreaktivitás teljesen megszűnt és a carbachol-indukálta bronchokonstrikció még kisebb 
volt, mint az intakt egerekben. 
J-2156 és TT -232 hatása endotoxin-kiváltotta akut légúti gyulladásra 
 Ebben a kísérletsorozatban használt CD1 egerekben is más egértörzsekhez hasonlóan 
az intranazális LPS alkalmazás peribronchiális/perivaszkuláris ödémát, bronchusok körüli 
granulocita felhalmozódást, alveoláris terekbe történő mononukleáris sejt (főleg makrofágok) 
infiltrációt és goblet sejt felszaporodást okozott. Ismételt J-2156 és TT-232 kezelés gátló 
hatása a makrofág infiltráción kívül a másik három gyulladásos paraméter esetében 
szignifikánsnak bizonyult. A homogenizált tüdőkből mért MPO aktivitás LPS hatására kb. 
ötszörösére. Ezt a fokozódást a J-2156-tal és a TT-232-vel történő ismételt kezelés is 
szignifikánsan gátolta. 
J-2156 és TT-232 hatása ovalbuminnal kiváltott krónikus légúti gyulladásra 
 Szenzitizált Balb/c egerek tüdejében OVA hatására a bronchusok lumenében és a 
bronchusok körül is jelentősen felszaporodtak a granulociták (elsősorban eozinofil sejtek), a 
bronchus nyálkahártya megduzzadt és megnövekedett a nyáktermelés, valamint több helyütt 
az epithel sejtek pusztulása volt látható. Míg ismételt TT-232 kezelés mindhárom gyulladásos 
paramétert szignifikánsan gátolta, a J-2156 a nyálkahártya ödémát és a nyáktermelést 
jelentősen csökkentette, de ez a különbség statisztikailag nem bizonyult szignifikánsnak. 
A felhalmozódott granulociták mennyiségét jelző MPO aktivitás a tüdőben e krónikus 
modellben  csaknem tízszeresére emelkedett az intakt szövettel összehasonlítva. Ezt a 
növekedést mindkét sst4 agonistával történő ismételt kezelés szignifikánsan csökkentette. 
 
V. MEGBESZÉLÉS, KÖVETKEZTETÉSEK 
 
 Kísérleteink szolgáltatták az első bizonyítékot arra, hogy egérben endotoxin indukálta 
akut légúti gyulladásban a kapszaicin-szenzitív érzőideg-végződésekből felszabaduló 
neurogén mediátorok (pl. SP, CGRP) tüdőbeli koncentrációja megnövekedik, ezen afferensek 
resiniferatoxin előkezeléssel történő inaktivációja után LPS kezelés hatására azonban nem 
fokozódik e peptidek mennyisége. Ezzel szemben az RTX előkezelés e mediátorok 
alapmennyiségét nem változtatta meg, ami arra utal, hogy a SP és a CGRP jelentős 
mennyisége található egyéb sejtekben is, mint például a légutak epithel sejtjeiben (Hastings és 
Hua, 1995), a tüdő neuroendokrin sejtjeiben és immunsejtjeiben (Nelson és Bost, 2004), 
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melyek nem depletálódnak az RTX előkezelés hatására (Szállási és Blumberg, 1989; 
Szolcsányi és mtsai, 1990), és ezekhez viszonyítva e peptidek alapkoncentrációja nem 
gyulladt tüdőben a kapszaicin-szenzitív idegvégződésekben alacsony. Gyulladásos 
körülmények között ezen idegvégződéseket gyulladásos mediátorok (protonok, leukotriének, 
prosztaglandinok, bradikinin, stb.) stimulálják, mely fokozza a neuropeptid szintézist a hátsó 
gyöki ganglionokban, növeli a periféria felé történő axonális transzportjukat és feltehetően 
fokozza felszabadulásukat (Baluk és mtsai, 1999). Mivel ép tüdőben a nem neuronális SP, 
CGRP mennyiséghez képest a neuronális tartalom elenyésző, a gyulladás hatására tapasztalt 
30 %-os koncentrációnövekedés jelentős mértékű. Az RTX előkezelés szignifikánsan 
súlyosbította a légúti gyulladás szövettani paramétereit, a granulocita akkumulációt jelző 
MPO aktivitást és az IL-1β termelést is. Kutatásaink igazolták a kapszaicin-szenzitív rostok 
gyulladásgátló hatását a légutakban, de a gátló mediátorra vonatkozóan nem szolgáltattak 
kísérletes bizonyítékokat. Más modellekben kapott előzetes eredményeink és az LPS 
modellben a tüdőben, illetve a plazmában mért adataink alapján feltételezhető, hogy e gátló 
hatásért elsősorban a tüdő kapszaicin-szenzitív érzőideg-végződéseiből felszabaduló és a 
keringésbe jutó szomatosztatin a felelős.  
 A tachykininek és a CGRP szerepét az LPS-sel kiváltott légúti gyulladásban specifikus 
receptor antagonistáik segítségével vizsgáltuk. Funkcionális jelentőségüket a peribronchiális 
granulocita akkumulációban, MPO aktivitásban és IL-1β termelésben sikerült igazolnunk.  E 
gyulladásos paraméterek endotoxin hatására létrejövő növekedését az NK1 és az NK2 
receptor antagonisták kombinációjával, illetve a CGRP1 receptor antagonistával történő 
kezelés csökkentette szignifikánsan. Egyik vizsgált antagonista, sőt kombinációjuk sem 
befolyásolta jelentősen az összetett gyulladásos pontszámot, feltehetően azért, mert ennek az 
értéknek a kiszámításához négy különböző jellemzőt veszünk alapul, melyek között a 
leukocita felhalmozódás csak az egyik paraméter. A többi három paramétert, a perivaszkuláris 
ödémát, a makrofág infiltrációt és a nyáktermelő kehely sejtek hiperpláziáját nem változtatta 
meg egyik kezelés sem. Ezek az adatok azt mutatják, hogy a gyulladásos szenzoros 
neuropeptidek csak kisebb szerepet játszanak az endotoxin-indukálta légúti gyulladásban. 
 Az RTX-szel előkezelt egerekben a súlyosabb gyulladás ellenére a bronchiális 
hiperreaktivitás jelentősen csökkent. Ennek hátterében az állhat, hogy a gyulladásos folyamat 
kialakulásában döntő jeletőségű a kapszaicin-érzékeny rostokból felszabaduló gátló hatású 
szenzoros neuropeptidek, elsősorban a szomatosztatin védő szerepe, míg a bronchiális 
válaszkészség fokozódásában priméren a pro-inflammatorikus szenzoros mediátorok 
játszanak közvetlenül szerepet (Lundberg, 1995). Az endotoxin-kiváltotta légúti gyulladásban 
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az NK2 receptor antagonista SR 48968 gátolta szignifikánsan a carbachollal kiváltott választ, 
amely bizonyítékot szolgáltatott arra, hogy e modellben az NK2 receptoroknak van döntő 
jelentősége a bronchiális hiperreaktivitásban.  
 A kapszaicin-érzékeny idegvégződéseken lokalizálódó TRPV1 receptor légúti 
gyulladásban betöltött szerepét receptor génhiányos egerek segítségével vizsgáltuk. 
Intranazális LPS kezelést követően TRPV1 KO egerekben súlyosabb légúti gyulladásos 
reakciót és fokozódó bronchiális hiperreaktivitást figyelhettünk meg a tüdőben. E védő hatás 
hátterében a tüdő kapszaicin-érzékeny afferensein található TRPV1 ioncsatorna gyulladásos 
mediátorokkal (lipoxigenáz termékek, protonok, prosztaglandinok, bradikinin, stb.) történő 
aktivációja/szenzitizációja áll, melynek következményeképpen ezen idegvégződésből 
szomatosztatin szabadul fel, amely a szisztémás keringésbe jut.  Ezt a magyarázatot 
alátámasztják azon eredményeink, hogy az LPS kezelés szignifikánsan megnövelte a 
szomatosztatin koncentrációját vad típusú egerek tüdejében és a plazmában, azonban a 
TRPV1-/- csoportban ez elmaradt. A TRPV1 receptor aktivációja tehát nem csak a gyulladásos 
neuropeptidek (SP, NKA, CGRP) felszabadulását, hanem a tüdő kapszaicin-szenzitív 
rostjaiban szintén jelen lévő szomatosztatin (Hökfelt és mtsai, 1976) kiáramlását is 
eredményezi.  
 A felszabaduló szomatosztatin funkcionális jelentőségére a szomatosztatin receptor 
antagonista ciklo-szomatosztatinnal nyert adataink szolgáltattak bizonyítékot. A C-SOM, 
amely mind az öt receptor altípuson (sst1-sst5) gátolja a szomatosztatin hatásait, jelentősen 
megnövelte a gyulladást és a bronchiális hiperreaktivitást vad típusú egerekben, megszüntette 
a szignifikáns különbséget a KO egerekhez viszonyítva. A szomatosztatin-14 kezelés mindkét 
csoportban szignifikánsan csökkentette a gyulladásos reakciót és a megnövekedett 
bronchokonstrikció hajlamot valószínűleg a gyulladáskeltő neuropeptidek felszabadulásának, 
a monocita-macrofág funkciók és a limfocita proliferáció/citokin termelés  gátlásán keresztül 
(Kolasinski és mtsai, 1992; Pintér és mtsai, 2006).  
 Elsőként mutattuk ki az sst4 receptorok expresszióját egér tüdőben immunhisztokémiai 
és molekuláris biológiai módszerekkel. Az ép, nem gyulladt tüdőben az sst4 receptor a 
bronchiális epithel sejtek lumen felőli oldalán lokalizálódtak. Gyulladás hatására azonban a 
nagy számban beáramló mononukleáris sejtek jelentős sst4 immunpozitivitást mutattak. Az 
sst4 receptor mRNS-ének jelenlétét a tüdőben RT-PCR módszerrel ugyancsak sikerült 
igazolnunk, azonban az ép és a gyulladt szövetekben mért mRNS koncentrációk között nem 
volt különbség. Mindezek alapján feltételezhető, hogy az LPS hatására a mononukleáris sejtek 
már a kész receptorral a felszínükön áramlanak a tüdőbe és a receptor fehérje nem a gyulladt 
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szövetben szintetizálódik. Ebben a modellben az sst4 receptor sem a makrofágokon, sem az 
epithel sejteken nem upregulálódik. Adataink az elsők, amelyek az sst4 receptor funkcionális 
jelentőségére utalnak légúti gyulladásban. Az sst4 receptor hiányában az endotoxinnal 
kiváltott tüdőgyulladásban az MPO aktivitás, a gyulladásos citokinek mennyisége és a 
következményes bronchiális hiperreaktivitás nagymértékben fokozódtak, valamint a 
szövettani paraméterek is súlyosbodtak: a nyáktermelő kehelysejtek száma megnőtt (a 
szomatosztatin képes csökkenteni a nyák szekrécióját); az akkumulálódott mononukleáris 
sejtek száma ugyan nem volt szignifikánsan nagyobb, azonban aktivitásuk fokozódott, amire a 
megnövekedett IL-1β és TNF-α termelés is utal. Mivel a granulocita és bronchiális 
simaizomsejtek nem mutattak sst4 immunopozitivitást, a KO egerekben megfigyelhető 
megnövekedett neutrofil invázió és a légutak fokozott reakciókészsége valószínűleg annak 
köszönhető, hogy fokozódott a szenzoros idegvégződésekből a gyulladásos neuropeptidek, 
valamint a mononukleáris sejtekből származó mediátorok felszabadulása. 
Utolsó kísérletsorozatunkban morfológiai, biokémiai és légzésfunkciós bizonyítékokat 
szolgáltattunk arra, hogy az sst4/sst1 receptor agonista, heptapeptid TT-232 és az sst4 szelektív 
peptidomimetikum J-2156 hatékonyan gátolja a légúti gyulladást és a következményes 
hiperreaktivitást az endotoxinnal kiváltott akut és az ovalbuminnal kiváltott krónikus 
egérmodellekben. A két vizsgált agonista mindkét modellben hasonló mértékű gyulladásgátló 
hatást okozott. Mivel a granulocitákon nincs sst4 receptor expresszió, a TT-232 és a J-2156 
granulocita akkumulációt gátló hatása más sejtekből (makrofágok, limfociták) történő 
kemotaktikus és gyulladáskeltő mediátorok, citokinek, valamint a szenzoros neuropeptidek 
felszabadulásának csökkentésén keresztül valósulhat meg. Ezt támasztja alá az is, hogy a J-
2156 csökkenti izolált peritoneális makrofágokban az LPS hatására történő IL-1β termelést és 
in vivo az endotoxin modellben a tüdőben mért IL-1β koncentrációt (Helyes és mtsai, 2006). 
A krónikus légúti gyulladásban a TT-232 nagyobb mértékben csökkentette a fokozott légúti 
válaszkészséget, melynek magyarázatául szolgálhat, hogy a TT-232 az sst4 mellett az sst1 
receptort, valamint két foszfotirozin-foszfatázt és néhány fehérje-kinázt is aktivál (Helyes és 
mtsai, 2005). A gyulladásos reakciók kialakulása után történő egyszeri kezelések is jelentősen 
gátolták a carbachollal kiváltott bronchokonstrikciót, amely azt jelzi, hogy a hiperreaktivitást 
csökkentő hatásuk – legalábbis részben - a gyulladásgátló hatástól függetlenül alakult ki. 
Mindezek alapján stabil, endokrin hatásoktól mentes, szelektív sst4 receptor agonisták új 
perspektívákat jelenthetnek a légúti gyulladások és a következmények hiperreaktivitás 
kezelésében. 
A DOLGOZATBAN BEMUTATOTT ÚJ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 
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1. Eredményeink igazolták, hogy egérben endotoxin indukálta akut légúti gyulladásban a 
kapszaicin-szenzitív érzőideg-végződésekből felszabaduló neurogén mediátorok (pl. SP és a  
CGRP) tüdőbeli koncentrációja megnövekedik. Bizonyítottuk, hogy ezen afferensek 
resiniferatoxin előkezeléssel történő inaktivációja után LPS kezelés hatására nem fokozódik e 
peptidek mennyisége. Az előkezelés azonban e mediátorok alapmennyiségét nem változtatta 
meg, ami arra utal, hogy a SP és a CGRP jelentős mennyisége található egyéb sejtekben is. 
Továbbá receptor specifikus antagonistáik segítségével igazoltuk, hogy a gyulladásos 
szenzoros neuropeptidek csak kisebb szerepet játszanak az endotoxin-indukálta légúti 
gyulladásban. Eredményeink azt mutatták, hogy endotoxin által kiváltott légúti gyulladásban 
az NK2 receptor gátlása szignifikánsan csökkentette a carbachollal kiváltott választ, amely 
bizonyítékot szolgáltatott arra, hogy e modellben az NK2 receptoroknak van döntő 
jelentősége a bronchiális hiperreaktivitásban. 
2. Igazoltuk, hogy intranazális LPS kezelést követően TRPV1 KO egerekben súlyosabb légúti 
gyulladásos reakció és fokozódó bronchiális hiperreaktivitás alakul ki, melynek hátterében az 
áll, hogy e receptor hiányában a gyulladásgátló hatású szomatosztatin felszabadulása elmarad. 
Ezt a megfigyelést szomatosztatin antagonista C-SOM, illetve szomatosztatin agonista SOM-
14 segítségével is alátámasztottuk. 
3. Immunhisztokémiai és molekuláris biológiai módszerekkel elsőként sikerült bizonyítani a 
tüdőben sst4 receptor jelenlétét. Szomatosztatin 4 receptor-génhiányos egerek segítségével, 
morfológiai és funkcionális vizsgálatokkal ugyancsak elsőként igazoltuk, hogy a kapszaicin-
érzékeny afferensekből felszabaduló szomatosztatin a tüdőben az sst4 receptorokon keresztül 
fejti ki gyulladásgátló hatását. 
4. Biokémiai és légzésfunkciós bizonyítékokat szolgáltattunk arra, hogy az sst4/sst1 receptor 
agonista heptapeptid TT-232 és az sst4 szelektív peptidomimetikum J-2156 hatékonyan 
gátolja a légúti gyulladást és a következményes hiperreaktivitást az endotoxinnal kiváltott 
akut, és az ovalbuminnal kiváltott krónikus egérmodellekben, melynek alapján új terápiás 
lehetőséget nyújthatnak a tüdő gyulladásos betegségeinek kezelésében. 
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I. INTRODUCTION 
 
Our Neuropharmacology Research Group has investigated the role of capsaicin-
sensitive sensory nerves in nociceptive and inflammatory conditions for decades. Several 
lines of evidence have been provided for the complex regulatory function of these fibres in 
skin and joint inflammation models, as well as inflammatory and neuropathic pain processes 
(Szolcsányi, 2004). Since previous data have revealed that afferent nerves and sensory 
neuropeptides released from them upon activation are involved in the pathogenesis of airway 
inflammation, my main PhD task was to develop in vivo murine models of pulmonary 
inflammation on the basis of the international literature with the help of which systematic 
experiments can be performed. 
The airways are densely innervated by capsaicin-sensitive sensory nerves, which play 
an important regulatory role in inflammatory processes via the release of sensory 
neuropeptides. The Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1) receptor, also known as 
capsaicin receptor, is a non-selective cation channel expressed selectively in the cell 
membrane of thin afferent (C and Aδ) fibres, which is activated/sensitized by noxious heat 
and a variety of inflammatory mediators, such as protons, lipoxygenase products, bradykinin 
or prostaglandins (Tominaga et al., 1998). Several results indicate that sensory innervation of 
the airways by capsaicin-sensitive peptidergic afferents is not only involved in sensory input, 
but neuropeptides released from them directly exert local bronchoconstrictor (Szolcsányi and 
Barthó, 1982) and inflammatory effector functions (Lundberg, 1995; Maggi, 1995; 
Szolcsányi, 1996). The pivotal role of this neurogenic mechanism was clearly shown in 
various inflammatory reactions evoked by a large scale of irritants, such as cigarette smoke, 
SO2, ether, etc. (Barnes, 2001; Lundberg, 1995; McDonald, 1987). However, their role was 
found to be controversial when it was analyzed in longer-lasting pneumonia or asthma models 
using tachykinin receptor antagonists or pretreatment with large doses of capsaicin to destroy 
capsaicin-sensitive nerve endings. Pretreating rodents with high systemic doses of capsaicin 
or resiniferatoxin (RTX) induces degeneration of these capsaicin-sensitive C and Aδ fibre 
chemonociceptive pulmonary nerve terminals making these fibres unresponsive to chemical 
stimuli without influencing their sensitivity to electrical stimuli (Bevan and Szolcsányi, 1990). 
It has long been described that tachykinins, such as substance P (SP) and neurokinin A 
(NKA), released from capsaicin-sensitive sensory nerve endings of the lung elicit neurogenic 
inflammation (vasodilatation and increased vascular permeability) in the airways of rats and 
guinea pigs and tachykinin-induced plasma protein extravasation is enhanced by the 
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concomitant release of calcitonin gene-related peptide (CGRP). Two tachykinin receptor 
subtypes, the neurokinin 1 (NK1) and neurokinin 2 (NK2) receptors mediate the biological 
actions of tachykinins in the airways, the preferred ligands for these receptors are SP and 
NKA, respectively. NK2 receptors have already been demonstrated to be involved in 
bronchoconstriction and bronchial hyperresponsiveness in several rat and guinea pig models 
and human studies, whereas NK1 receptors have been found to participate in neurogenic 
inflammation (Advenier et al, 1997; Joos et al, 2001; Lagente and Advenier, 1998). 
Contradictory data have been published in the airways on the effects of CGRP mediated 
predominantly via CGRP1 receptor activation. CGRP-induced bronchoconstriction in 
humans, as well as bronchodilatation in rats have been described.  
More recently a surprising counter-regulatory humoral function of capsaicin-sensitive 
sensory nerve endings has been described. Several lines of evidence indicated that 
somatostatin released from these terminals reaches the circulation and elicits systemic anti-
inflammatory and analgesic “sensocrine” effects (Szolcsányi et al, 2004). These systemic 
inhibitory actions of somatostatin evoked e.g. by antidromic stimulation of the rat sciatic 
nerve inhibited plasma protein extravasation in the trachea and the mediastinal connective 
tissue. Furthermore, bilateral stimulation of the peripheral stumps of the cut vagal nerves in 
rats pretreated with atropine or hexamethonium inhibited neurogenic inflammation in the rat 
hindpaw skin besides inducing neurogenic inflammation locally in the trachea.  
Somatostatin in 14 and 28 amino acid-containing forms is widely distributed 
throughout the body. It exerts a wide range of effects such as modulation of hormone and 
neurotransmitter release, cognitive and behavioral processes, the gastrointestinal tract, the 
cardiovascular system and tumor cell proliferation. These effects are mediated via five 
different G-protein associated somatostatin receptor subtypes (sst1-sst5) which can be divided 
into two main groups on the basis of their sequence similarities and their binding profile 
towards synthetic somatostatin analogues: the SRIF1 group comprises the sst2, sst3 and sst5 
receptors and the SRIF2 group contains the sst1 and sst4 receptors (Hoyer et al, 1995; Pintér et 
al, 2006). Several data indicate that receptors in the SRIF1 group mediate the endocrine and 
anti-proliferative effects of somatostatin, while our previous data revealed that the SRIF2 
group is likely to be responsible for the anti-inflammatory and anti-nociceptive actions. 
Although these results suggested that the anti-inflammatory actions of somatostatin are 
mediated predominantly via sst4 receptors, direct evidence could not be provided to support 
this idea due to the lack of sst4-selective antagonists. Furthermore, as compared to other 
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receptor subtypes, there are relatively few data in literature available on the localization of sst4 
receptors (rev. Pintér et al, 2006; Szolcsányi et al, 2004).  
Although native somatostatin is not a suitable candidate for the development of anti-
inflammatory drugs due to its short half-life and wide range of effects, stable, sst4-selective 
agonists could be promising. TT-232, a stable cyclic heptapeptide analog, synthesized by the 
Peptide Chemistry Research Group of the Hungarian Academy of Sciences (Department of 
Medical Chemistry, Semmelweis University, Budapest) showed the highest affinity to sst4 
receptors (Helyes et al, 2006). This compound failed to inhibit growth hormone release or 
gastrin secretion, but it had strong anti-proliferative, anti-inflammatory and anti-nociceptive 
effects in several experimental models (rev. Helyes et al, 2006). A novel sulfonamido-
peptidomimetic compound, J-2156, synthesized at Juvantia Pharma (Turku, Finland), belongs 
to a chemically novel class of somatostatin receptor ligands. J-2156 possesses nanomolar 
affinity for the human sst4 and it is 400-fold more selective for this receptor than any other 
human sst receptor subtype. J-2156 exerted greater agonism on the sst4 than its endogenous 
ligands and it has been defined as a selective, high affinity agonist (Engstrom et al, 2005).  
 
 
II. AIMS OF THE STUDY 
 
1. Investigating the role of capsaicin-sensitive fibres and sensory neuropeptides in endotoxin-
induced airway inflammation and consequent bronchial hyperreactivity with functional, 
morphological and biochemical techniques in mice. 
2. Analysing the function of TRPV1 capsaicin receptors in endotoxin-induced pulmonary 
inflammation and related bronchial hyperresponsiveness using receptor gene-deficient mice 
also with functional, morphological and biochemical techniques. 
3. Immunohistochemical and molecular biological examination of the somatostatin sst4 
receptor protein and mRNA expression in the mouse lung and its inflammation-induced 
alterations. Integrative investigation of the function of sst4 receptors in the endotoxin-evoked 
inflammatory reaction and consequent bronchial hyperreactivity using receptor gene-deleted 
mice. 
4. Examination of the effects the sst4/sst1 receptor agonist heptapeptide TT-232 and the highly 
sst4-selective peptidomimetic agonist J-2156 in acute and chronic airway inflammation 
models. 
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III. METHODS 
 
Animals  
Experiments were performed on female CD1, Balb/c and C57BL/6 mice weighing 20-
25 g.  Some studies were performed on two lines of receptor gene knockout mice (TRPV1-/- 
obtained from Dr. J.B. Davis, GlaxoSmithKline, Harlow, U.K.; sst4-/- kindly provided by Dr. 
Piers Emson Laboratory of Molecular Neuroscience, The Babraham Institute, Cambridge, 
U.K.) and their wild-type counterparts (TRPV1+/+, sst4+/+ ).  
Endotoxin-induced airway inflammation model 
Endotoxins are constituents of the outer layer of gram negative bacteria, they can be 
found in the surrounding microenvironment, it is a significant risk factor for asthma and 
asthma severity depends to a great extent on its concentration. Intranasal administration of 
lipopolysaccharide (LPS), the main of component of endotoxins, to mice is a commonly used 
confined experimental model to study acute lung inflammation without causing systemic 
multiple organ dysfunction. Intranasal LPS induces a huge influx of neutrophils, consequent 
extravasation of plasma proteins into the airways leading to perivascular/peribronchial 
oedema formation and activation of macrophages. Therefore, subacute airway inflammation 
was evoked by intranasal application of Escherichia coli LPS ( serotype; 60 μl, 167 μg/ml) 
under light aether anaesthesia 24 h prior to the airway reactivity measurements. 
Ovalbumin-induced asthma model 
In the ovalbumin-induced chronic lung inflammation model of Balb/c mice 
sensitization was induced by i.p. injection of ovalbumin (OVA; 20 μg/mouse) on days 1 and 
14, then local inflammation in the airways was evoked by inhalation of 5% OVA solution on 
days 28, 29 and 30. Airway reactivity measurement was performed with whole body 
plethysmography on day 32. 
Treatments, pretreatments 
In the first series of experiments capsaicin-sensitive nerve nedings were inactivated by 
pretreating the mice with repeated high doses of the TRPV1 receptor agonist resiniferatoxin 
(RTX; 30, 70 and 100 μg/kg RTX s.c. on 3 consecutive days 14 days before LPS). RTX was 
dissolved in absolute ethanol to make a 1 mg/ml stock solution and further diluted with saline. 
To examine the involvement of pro-inflammatory sensory neuropeptides in the development 
of airway inflammation, other groups of animals were treated with the NK1 receptor 
antagonist SR 140333 (160 μg/kg s.c.), the NK2 receptor antagonist SR 48968 (160 μg/kg 
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s.c.), their combination or the CGRP1 receptor antagonist CGRP(8-37) (160 μg/kg s.c.) 30 
min before, 8 h and 23 h after LPS administration.  
In the second series of studies a group of TRPV1+/+ mice was treated with the 
somatostatin receptor antagonist cyclo-somatostatin (C-SOM; 250 μg/kg i.p.) for examining 
the functional roles of somatostatin released via TRPV1 activation in LPS-induced airway 
inflammation. To investigate the effect of exogenous somatostatin on the inflammatory 
response, somatostatin-14 (SOM-14; 100 μg/kg i.p.) was administered in both TRPV1-/- and 
TRPV1+/+ animals. SOM-14 and C-SOM were dissolved freshly in saline and injected 30 min 
before LPS instillation and every 6 h during the 24 h experimental period.  
In the fourth set of experiments two sst4 receptor agonists, TT-232 and J-2156 were 
injected i.p. (500 μg/kg) repeatedly during the experiments to study their effects on the 
development of the inflammatory reactions. In the LPS model they were administered 3 times 
during the 24 h of the study (20 minutes before, 12 and 24 h after the induction of the 
inflammation). In the OVA model the compounds were injected i.p. on days 28, 29 and 30, 
twenty minutes before each OVA inhalation, 6 h and 12 h afterwards.  An additional dose was 
injected 20 minutes before the measurement. In separate groups a single 500 μg/kg dose of 
these agents was injected i.p. 20 min before plethysmography measurements after the 
development of the inflammation, to examine their effects on airway hyperreactivity without 
influencing the inflammatory reactions. 
Assessment of bronchoconstriction 
Airway responsiveness in conscious, spontaneously breathing animals was measured 
by recording respiratory pressure curves by whole body plethysmography (Buxco Europe Ltd, 
UK) 24 h after LPS administration in the acute model and 31 days after the first i.p. OVA 
injection in the chronic model. Aerosolized saline and then the muscarinic acetylcholine 
receptor agonist carbachol (carbamoyl-choline) in increasing concentrations (50 μl per mouse 
for 1.5 min in 5.5, 11 and 22 mM concentrations) were nebulized through an inlet of the main 
chamber for 50 sec to induce bronchoconstriction and readings were taken and averaged for 
15 minutes following each nebulization. Enhanced pause (Penh) was measured as an indicator 
of bronchoconstriction and consequent increase of airway resistance. Penh is a complex, 
calculated parameter ((expiratory time/ relaxation time)-1): (max. expiratory flow/ max. 
inspiratory flow). 
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Histological studies and scoring 
At the end of the experiments the animals were killed, the lungs were excised and put 
into formaldehyde for histological processing and stained with hematoxylin and eosin or 
periodic acid-Schiff (PAS) to more precisely visualize mucus producing goblet cells. 
Semiquantitative scoring of the inflammatory changes was performed by an expert pathologist 
blinded from the study.  
Determination of sensory neuropeptides with radioimmunoassay 
Frozen lung samples were thawed, chopped into small pieces, homogenized and 
centrifuged. The pellet was used for myeloperoxidase assay (see below) and the supernatant 
was removed for direct radioimmunoassay (RIA) measurements of SP, CGRP and 
somatostatin. Plasma somatostatin concentration was determined from arterial blood samples.  
Measurement of myeloperoxidase (MPO) activity and inflammatory cytokine 
concentrations in the lung 
Accumulation of granulocytes, especially neutrophils, was measured from 
homogenized lung samples by assessment of MPO activity. Neutrophil accumulation was 
determined by comparing MPO enzyme activity of the samples to a human standard MPO 
preparation. Reactions were performed in 96-well microtitre plates in room temperature. The 
concentration of the inflammatory cytokine IL-1β, TNF−α was determined by specific ELISA 
technique (BD Sciences Eastern Europe). 
Detection of the sst4 receptor protein in the lung 
Lung specimens were fixed in formaldehyde for 24 h, embedded in paraffin and 5-7 
μm sections were made with a microtome.  The antigen was revealed by incubating the slides 
in acidic (pH 6) citrate-buffer in the microwave. The slides were incubated with 1:50 dilution 
of rabbit polyclonal anti-sst4 antibody, then with horseradish peroxydase (HRP)-conjugated 
En Vision system anti-rabbit secondary antibody. Finally, immunolocalization of the sst4 
receptor was detected by diaminobenzidine (DAB) development.  
Determination of sst4 receptor mRNA in the lung 
Lung samples were stored in 1 ml RNAlater solution at -80°C for further processing. 
Total RNA was isolated using GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit with proteinase 
K, according to the manufacturer’s instructions. Specific mRNA levels were quantified by the 
“LightCycler RNA Master SYBR Green I” (Roche) quantitative real-time reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction RT-PCR assay on a LightCycler system.  
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IV. RESULTS 
 
IV.1. ROLE OF CAPSAICIN-SENSITIVE AFFERENTS AND SENSORY 
NEUROPEPTIDES IN ENDOTOXIN-INDUCED AIRWAY INFLAMMATION AND 
CONSEQUENT BRONCHIAL HYPERREACTIVITY IN THE MOUSE (Elekes et al, 
Reg. Pept. 14: 44-54, 2007.) 
 
Endotoxin-induced alterations of SP and CGRP concentrations in the lung 
SP and CGRP concentrations in the lung increased by 28% and 30%, respectively, 25 
h after intranasal administration of LPS. Basal peptide contents of the lung of RTX-pretreated 
mice did not differ significantly from the values of untreated mice. Impairment of the function 
of capsaicin-sensitive sensory fibres with RTX desensitization prevented the endotoxin-
induced elevation of both peptides pointing out that capsaicin-sensitive nerve terminals are 
the source of LPS-evoked increase of SP and CGRP concentrations. 
Inflammatory morphological changes in the lung  
Histological examination and scoring revealed that compared to the intact, uninflamed 
lung structure, LPS induced marked peribronchial/perivascular oedema formation, 
granulocyte accumulation around the bronchi, infiltration of mononuclear cells (mainly 
macrophages) into the alveolar spaces and hyperplasia of mucus producing goblet cells. The 
composite inflammatory score calculated from these parameters was significantly greater in 
mice pretreated with RTX. Comparison of the score values separately for the four parameters 
in cases of the LPS-treated and RTX-desensitized LPS-treated groups revealed that although 
RTX desensitization did not alter the extent of oedema and macrophage infiltration, the 
number of goblet cells and peribroncial granulocytes were significantly greater in RTX-
pretreated animals. The NK1 receptor antagonist SR 140333 or the NK2 receptor antagonist 
SR 48968 had no effect on any endotoxin-evoked inflammatory parameters of the composite 
inflammatory score. However, their combination or the CGRP1 receptor antagonist CGRP(8-
37) reduced the number of granulocytes accumulated around the bronchi. On the contrary, 
neither treatments influenced oedema formation, the number of mononuclear cells in the 
alveolar spaces and goblet cell hyperplasia, therefore, no difference could be detected in the 
composite inflammatory scores. These data indicate that in the LPS-induced airway 
inflammation model neurogenic inflammatory mediators, such as tachykinins or CGRP acting 
at NK1, NK2 or CGRP1 receptors, respectively, do not play a significant role in the overall 
histological changes one day after the challenge. 
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Inflammatory airway hyperreactivity 
Penh significantly increased after intranasal LPS treatment compared to the untreated 
group. Inhalation of increasing concentrations (5.5 - 22 mM) of the muscarinic receptor 
agonist carbachol evoked a concentration-dependent bronchoconstriction shown by the Penh 
curves. In mice pretreated with RTX the LPS-induced airway hyperreactivity was completely 
absent at the highest carbachol concentration, while it was inhibited by 70-85% at lower 
concentrations of the cholinergic agonist. The LPS-evoked airway hyperreactivity remained 
practically unchanged after treating the mice with the NK1 receptor antagonist SR 140333 or 
the CGRP1 receptor antagonist CGRP(8-37). However, the NK2 antagonist SR 48968 
induced a significant inhibition, which remained about the same in case of combined 
treatment with the two tachykinin receptor antagonists. 
Endotoxin-induced increase of lung and plasma somatostatin concentrations 
In non-desensitized mice intranasal LPS administration induced about two-fold 
elevations of both lung and plasma somatostatin levels, which was prevented after the 
destruction of capsaicin-sensitive afferents by RTX pretreatment. The basal somatostatin 
content was also slightly decreased after RTX desensitization, but the difference did not prove 
to be significant.  
 
IV.2. ROLE OF TRANSIENT RECEPTOR POTENTIAL VANILLOID 1 
RECEPTORS IN ENDOTOXIN-INDUCED AIRWAY INFLAMMATION IN THE 
MOUSE (Helyes et al Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol. 292: L1173-1181, 2007.) 
 
Inflammatory airway hyperresponsiveness in TRPV1+/+ and TRPV1-/- mice  
Responses demonstrated as percentage increase of Penh was markedly enhanced in the 
LPS-treated groups compared to the respective non-inflamed controls pointing out the 
development of inflammatory bronchial hyperresponsiveness. In response to LPS-induced 
inflammation both maximal Penh values were higher and the duration of the 
bronchoconstriction was prolonged in mice lacking the TRPV1 receptor.  
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Inflammatory changes in the lung of TRPV1+/+ and TRPV1-/- mice   
Histological examination and scoring revealed that compared to the intact lung 
structure LPS induced marked peribronchial/perivascular oedema formation, granulocyte 
accumulation around the bronchi, infiltration of mononuclear cells and hyperplasia of mucus 
producing goblet cells. All these inflammatory parameters were significantly more severe in 
TRPV1 receptor gene-deficient mice than in their wildtype counterparts. 
Myeloperoxidase activity in the lung of TRPV1+/+ and TRPV1-/- mice  
Endotoxin administration induced about 2-fold and 4-fold elevations of MPO activity 
in the lung of TRPV1+/+ and TRPV1-/- mice, respectively. This quantitative marker of 
accumulated granulocytes in the inflamed tissue was significantly greater, more than double 
in the TRPV1 receptor knockout group. 
Somatostatin concentration in the lung and plasma  
The basal level of somatostatin-like immunoreactivity was about 4-5 folds higher in 
the lung than in the plasma of both wildtype and TRPV1 gene-deleted animals without a 
significant difference between the two groups. In response to LPS administration there was a 
pronounced increase of somatostatin-like immunoreactivity in the lung and plasma of 
TRPV1+/+ mice, while in the TRPV1-/- group the LPS-induced elevation of somatostatin level 
was much smaller in the lung and absent in the plasma. These results point out a TRPV1 
receptor-mediated release of this neuropeptide from the sensory fibres of the lung, which gets 
into the systemic circulation.  
Role of somatostatin in endotoxin-evoked airway hyperresponsiveness, inflammatory 
histopathological changes and myeloperoxidase activity 
Repeated treatments of TRPV1-/- with SOM-14 (100 μg/kg i.p.) markedly inhibited 
bronchoconstriction induced by 11, 22 and 44 mM carbachol. Similarly, the same doses of 
somatostatin also significantly diminished inflammatory airway hyperreactivity in TRPV1+/+ 
mice. Meanwhile, cyclo-somatostatin (250 μg/kg i.p) significantly enhanced bronchial 
hyperreactivity in TRPV1+/+ mice. Somatostatin administration diminished endotoxin-induced 
inflammatory changes both in KO mice and their wildtype counterparts. C-SOM injection in 
the TRPV1+/+ group aggravated these parameters, especially peribronchial oedema formation, 
granulocyte infiltration and goblet cell hyperplasia. In accordance with these histological 
findings somatostatin significantly decreased LPS-evoked MPO activity in the lung of 
TRPV1-/- and TRPV1+/+ mice. Administration of the antagonist induced a more than 2-fold 
elevation in the TRPV1+/+ group. No change was observed in carbachol-induced 
bronchoconstriction, histological parameters and MPO activity after repeated administration 
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of the same doses of the antagonist, as well as SOM-14 (100 μg/kg i.p., 4 times) to intact 
TRPV1+/+ and TRPV1-/- mice as compared to the respective intact animals.  
 
IV.3. EXPRESSION OF SOMATOSTATIN RECEPTOR SUBTYPE 4 (SST4) IN THE 
MOUSE LUNG AND ITS ROLE IN ENDOTOXIN-INDUCED AIRWAY 
INFLAMMATION 
 
Expression of sst4 receptor in the intact and inflamed lung    
Immunolocalization of the sst4 receptor protein in the intact lung was clearly detected 
on the luminar surface of the bronchial epithelial cells. Endotoxin induced a marked 
infiltration of neutrophils and mononuclear cells predominantly into the 
peribronchial/perivascular spaces 24 h after its intranasal administration pointing out the 
development of an acute interstitial pneumonitis. The accumulating mononuclear cells 
showed remarkable sst4 positivity, while neutrophils seemed not to express this receptor. 
Molecular biological results showed that sst4 receptor mRNA was present in the lung, but its 
concentration compared to the housekeeping β2-mikroglobulin mRNA level was not altered 
under inflammatory conditions in the endotoxin-induced pneumonitis model. 
Inflammatory airway hyperresponsiveness in sst4+/+ and  sst4-/- mice  
In response to LPS-induced inflammation both maximal Penh values were higher and 
the duration of the bronchoconstriction was prolonged in mice lacking the sst4 receptor.  
Inflammatory changes in the lung of sst4+/+ and sst4-/- mice   
Histological examination and scoring revealed that compared to the intact lung 
structure LPS induced marked peribronchial/perivascular oedema formation, granulocyte 
accumulation around the bronchi, infiltration of mononuclear cells and hyperplasia of mucus 
producing goblet cells. All these inflammatory parameters were significantly more severe in 
sst4 receptor gene-deficient mice than in their wildtype counterparts. 
Myeloperoxidase activity in the lung of sst4+/+ and sst4-/- mice  
Endotoxin administration induced significant elevations of MPO activity in the lung of 
both sst4+/+ and sst4-/- mice as compared to their respective intact controls. This quantitative 
marker of accumulated granulocytes in the inflamed tissue was significantly, about 3 folds 
greater in the sst4-/- group than in the sst4+/+ one. 
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Concentrations of inflammatory cytokines in the lung of  sst4+/+ and sst4-/- mice  
LPS induced an about 32- and 12-fold increase of IL-1β and TNF-α concentrations in 
the lung of sst4+/+ mice 25 h after the induction of the pulmonary inflammation. These 
elevations were significantly greater, almost double in the sst4 gene-deleted group. 
 
IV.4. ANTI-INFLAMMATORY AND ANTI-HYPERREACTIVITY EFFECTS OF 
SYNTHETIC SOMATOSTATIN RECEPTOR SUBTYPE 4 AGONISTS IN MURINE 
AIRWAY INFLAMMATION MODELS (Elekes et al, Eur. J. Pharmacol. 
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar, 2007.) 
 
Effect of TT-232 and J-2156 on endotoxin-induced inflammatory airway hyperreactivity  
Inhalation of increasing concentrations (5.5 - 22 mM) of the muscarinic receptor 
agonist carbachol evoked a concentration-dependent bronchoconstriction shown by the Penh 
curves. J-2156, as well as TT-232 (500 μg/kg i.p.) significantly inhibited endotoxin-induced 
airway hyperreactivity to a similar extent, both after a single acute administration and after 
repeated injections, although the degree of the inhibition was greater when the compound was 
given 3 times throughout the 24 h-experimental period. This result shows that these agonists 
are able to diminish carbachol-evoked bronchoconstriction via a direct action on bronchial 
smooth muscle cells besides inhibiting the development of the inflammation.  
Effect of TT-232 and J-2156 on ovalbumin-evoked inflammatory airway hyperreactivity  
OVA inhalation in sensitized animals markedly increased airway responsiveness to 
increasing concentrations (5.5 - 22 mM) of carbachol. Both TT-232 and J-2156 induced an 
about 50% inhibitory action on bronchoconstriction after administration of a single 500 μg/kg 
i.p. dose. The extent of the effect observed in case of repeated (3x3) J-2156 injections was 
very similar. However, when TT-232 was injected repeatedly throughout the development of 
the inflammatory reaction airway hyperreactivity was abolished and carbachol-induced 
bronchoconstriction was even smaller than in non-inflamed control mice. 
Effect of TT-232 and J-2156 on endotoxin-induced acute airway inflammation 
Histological examination and scoring revealed that compared to the intact lung, 
intranasal LPS administration induced peribronchial/perivascular oedema formation, 
granulocyte accumulation around the bronchi, infiltration of mononuclear cells (mainly 
macrophages) into the alveolar spaces and hyperplasia of mucus producing goblet cells. These 
inflammatory changes were markedly reduced after repeated (3 times during the 24h 
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experimental period) i.p. treatments with J-2165 or TT-232. Semiquantitative scoring of these 
LPS-induced histopathological changes revealed that the extent of perivascular oedema, 
granulocyte accumulation and goblet cell hyperplasia were significantly decreased in both the 
J-2156 and TT-232-treated groups. The fourth parameter, alveolar macrophage infiltration 
was also decreased, but the extent of inhibition did not prove to be significant.  
Effect of TT-232 and J-2156 on ovalbumin-evoked chronic airway inflammation 
Morphological examination of the lung samples in the chronic airway inflammation 
model showed that compared to the intact lung, infiltration of eosinophil cells, mucosal 
oedema formation, enhanced mucus production and destruction of the epithelial cells was 
observed in response to ovalbumin exposure in sensitized mice.  Repeated administrations of 
TT-232 exerted a significant inhibitory action on all the three inflammatory parameters. 
Meanwhile, J-2156 markedly diminished eosinophil infiltration and epithelial cell damage, 
but failed to reduce mucosal oedema and mucus production. 
 
V. DISCUSSION AND CONCLUSIONS 
 
The present results provide the first evidence that during endotoxin-induced airway 
inflammation of the mouse neurogenic inflammatory mediators, such as SP and CGRP, are 
released from capsaicin-sensitive sensory nerve terminals. The increased concentrations of 
these peptides in the lung one day after intranasal LPS application was completely absent in 
mice in which the capsaicin-sensitive nerve endings were selectively destroyed by 
resiniferatoxin pretreatment. On the other hand, it is worth mentioning that basal SP and 
CGRP contents of the lung was not altered after RTX pretreatment indicating that there is a 
considerable amount of these peptides in other non-neural cells, such as airway epithelial cells 
(Hastings and Hua, 1995), pulmonary neuroendocrine cells and immune cells (Nelson and 
Bost, 2004), which is not depleted by RTX pretreatment (Szállási and Blumberg, 1989; 
Szolcsányi et al, 1990). A possible explanation for this surprising finding can be that in the 
uninflamed, intact lung the concentrations of these sensory neuropeptides in capsaicin-
sensitive fibres is relatively small compared to their total amount. Under inflammatory 
conditions these nerve terminals are stimulated by inflammatory mediators (protons, 
leukotriens, prostaglandins, bradykinin, etc.), which increases the neuropeptide synthesis in 
the dorsal root ganglia, enhances their axonal transport towards the periphery and presumably 
increases their release  (Baluk et al, 1999). Since in the intact lung the neural fraction of the 
total SP and CGRP content is negligible compared to the non-neural pool, the inflammation-
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induced 30% elevation of neurally-derived peptide concentrations is in fact a very 
considerable increase. Impaired function of these fibres with RTX pretreatment increased 
inflammatory histological changes, MPO activity and the production of the inflammatory 
cytokine IL-1β. These data indicate that the effects of the released pro-inflammatory sensory 
neuropeptides in LPS-evoked inflammation are counteracted by other anti-inflammatory 
mediator(s) released also from the C-fibres (Lundberg, 1995). Our study with respective NK1, 
NK2 and CGRP receptor antagonists revealed mediator roles of SP and CGRP in neutrophil 
accumulation measured by MPO activity and IL-1β production. 
In LPS-evoked murine airway inflammation functional roles of the released 
tachykinins and CGRP was revealed with the aid of their respective receptor antagonists, but 
only concerning granulocyte accumulation and the production of the inflammatory cytokine 
IL-1β. Endotoxin-induced enhancement of lung MPO activity, as a quantitative biochemical 
marker of granulocyte accumulation, was abolished after treatment with a combination of 
NK1 and NK2 receptor antagonists or the CGRP1 receptor antagonist CGRP(8-37). 
Interestingly, the increased concentration of IL-1β in the lung was also inhibited by these 
treatments, but in the case of combined NK1 and NK2 receptor antagonists the blockade was 
incomplete. It has recently been described that only the combination of the tachykinin NK1 
and NK2 receptor antagonists resulted in a significant reduction of neutrophil influx in a 
similar LPS-induced mouse model of airway inflammation. Activation of NK1+NK2 
receptors and CGRP1 receptors localized on the surface of endothelial cells and granulocytes 
is involved in the expression of adhesion molecules and consequent leukocyte adhesion and 
accumulation. Appropriate activity and synergistic interaction of both CGRP1 receptors and 
tachykinin receptors might be neccessary for the granulocyte accumulation process and 
inhibition of one of them might be sufficient to block LPS-induced leukocyte recruitment. 
MPO activity and IL-1β are very closely related inflammatory parameters, several data report 
that IL-1β is potent in exerting neutrophil accumulation, but not oedema formation. 
Furthermore, granulocytes, besides many other inflammatory cells, are also able to synthesize 
IL-1β. In accordance with our biochemical findings, neutrophil infiltration in histology was 
also inhibited by the CGRP1 receptor antagonist and the combination of the NK1 and NK2 
receptor antagonists. However, none of the antagonists or their combination influenced 
significantly the composite inflammatory score, presumably because this value is calculated 
on the basis of four different characteristics among which leukocyte accumulation is only one 
parameter. The other three parameters, such as perivascular oedema formation, macrophage 
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infiltration and hyperplasia of mucus-producing goblet cells were not altered by any of the 
treatments. This finding suggests that these pro-inflammatory sensory neuropeptides play only 
a minor role in the overall severity of endotoxin-induced airway inflammation. In our model 
NK2 receptors play a predominant role in bronchial hyperreactivity, since the NK2 receptor 
antagonist SR 48968, unlike SR 140333 or CGRP(8-37) inhibited this response. This is in 
accordance with other data showing that NK2 tachykinin receptors are involved in 
bronchoconstriction and bronchial hyperresponsiveness in several other animal models and 
human studies.  
We investigated the role of TRPV1 receptors localized selectively on capsaicin-
sensitive fibres in endotoxin-induced airway inflammation and consequent bronchial 
hyperreactivity with functional, morphological and biochemical techniques using receptor 
gene-deficient mice. The inflammatory reaction as revealed by myeloperoxidase activity 
measurement and histological assessments, as well as consequent bronchial hyperreactivity 
were enhanced in TRPV1 gene-deleted mice compared to their wildtype counterparts. The 
released neuropeptides in turn influence the inflammatory process by acting at receptors 
localized on these peripheral nerve terminal themselves, vascular endothelial, bronchial 
epithelial and inflammatory cells. There is increasing evidence that neuropeptides are 
synthesized in non-neural sources as well, e.g. mononuclear cells and lymphocytes, and they 
can be released in a TRPV1-independent manner, especially under inflammatory conditions. 
Pro-inflammatory neuropeptides such as the previously discussed SP, neurokinin A and 
CGRP are localized in capsaicin-sensitive unmyelinated and thinly myelinated sensory fibres 
(C- and Aδ fibres) in the airways of several species, their release from these nerve terminals 
and participation in the enhancement of both vascular and cellular phases of several 
inflammatory reactions is well established. Besides these pro-inflammatory neuropeptides, 
somatostatin is also present in the capsaicin-sensitive afferents of the lung (Hökfelt et al, 
1976). However, immunohistochemical studies have provided evidence that somatostatin and 
substance P/CGRP are localized in distinct subpopulations of primary sensory neurones. 
Intranasal endotoxin administration increased somatostatin concentration in the lung and also 
in the plasma of wildtype mice. In the TRPV1 gene-deleted group LPS-induced pronounced 
rise of somatostatin concentration was abolished in the plasma and markedly inhibited in the 
lung. These results indicate that inflammatory mediators stimulate the TRPV1 receptor on 
sensory nerve terminals and elicit the release of somatostatin from these afferents. LPS-
induced production of an “inflammatory mixture” containing lipoxygenase products, protons, 
prostaglandins, bradykinin, etc., which all activate/sensitize the integrative TRPV1 ion 
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channel localized on somatostatin-containing capsaicin-sensitive fibres in the airways, 
although even in this model some involvement of decreased tachykinin release cannot be 
ruled out in TRPV1-/- mice. In LPS-treated TRPV1-/- mice exogenous administration of 
somatostatin-14 prevented both increased bronchoconstriction and enhanced inflammatory 
reaction determined by MPO and histology. On the other hand, inhibitory function of the 
released somatostatin in the development airway inflammation and hyperresponsiveness was 
further evidenced in wildtype mice treated with the somatostatin receptor antagonist cyclo-
somatostatin. This compound which inhibits the actions of somatostatin at all the five receptor 
subtypes (sst1-sst5) enhanced both inflammatory responses and bronchial hyperreactivity. 
Somatostatin effectively inhibits the release of pro-inflammatory neuropeptides and 
modulates the immune system by inhibiting monocyte-macrophage functions, B lymphocyte 
immunoglobulin production, T lymphocyte proliferation and cytokine production (Kolasinski 
et al, 1992; Pintér et al, 2006). Our data obtained in the same model suggest that tachykinins 
and CGRP participate in neutrophil accumulation and in the production of the inflammatory 
cytokine IL-1β, but do not affect the overall severity of this type of inflammatory reaction. 
However, in the present model these inflammatory actions of the released pro-inflammatory 
sensory neuropeptides are counteracted by the anti-inflammatory somatostatin also derived 
from the C-fibres in response to TRPV1 receptor activation. Since somatostatin and its 
synthetic agonists have previously been proved to inhibit the outflow of these neuropeptides 
from isolated rat tracheae, the ability of somatostatin released from sensory nerves to diminish 
the release of substance P and CGRP might be –at least partially-involved in its inhibitory 
effect. These data provide the first evidence for a TRPV1 receptor-dependent novel type of 
counter-regulatory mechanism developing during airway inflammation via the release of 
somatostatin.  
Our results provide the first immunohistochemical and molecular biological evidence 
for the expression of sst4 receptors in the mouse lung. In the intact, uninflamed tissue sst4 is 
predominantly localized on bronchial epithelial cells, but in the inflamed lung the large 
number of infiltrating mononuclear cells show markedly increased positivity. No difference 
was observed, however, between the concentration of sst4 mRNA in the intact and inflamed 
lungs despite the immunohistological finding. Since this type of inflammation is an acute 
pneumonitis which develop within 24 h, it can be assumed that the receptor protein has 
already been expressed on the surface of the inflammatory cells by the time they infiltrate and 
not synthesized in the inflamed lung. Receptor upregulation in these mononuclear cells is not 
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likely in this model. This first functional study with sst4 receptor gene-deleted mice has 
clearly revealed that endotoxin-induced airway inflammation determined by myeloperoxidase 
activity, inflammatory cytokine measurements and histological assessments, as well as 
consequent bronchial hyperreactivity are enhanced in the lack of the sst4 receptor compared to 
their wildtype counterparts.  
Somatostatin sst4 receptor agonists, the heptapeptide TT-232 and the highly selective 
peptidomimetic agonist J-2156, effectively inhibited airway inflammation and consequent 
hyperreactivity in both the endotoxin-induced acute and ovalbumine-evoked chronic murine 
models. These ligands inhibited the cellular phases of inflammation (granulocyte 
accumulation as determined by the myeloperoxidase activity and production of the 
inflammatory cytokine IL-1β) in the endotoxin-induced murine pneumonitis model (Helyes et 
al, 2006). Since granulocytes themselves have not been shown to express sst4 receptors, the 
inhibitory effects of TT-232 and J-2156 on neutrophil/eosinophil are likely to be due to their 
ability to decrease the release of chemotactic and inflammatory mediators from other cells and 
nerve terminals. The finding that a single administration of these compounds after the 
development of the inflammatory reactions also markedly inhibited carbachol-induced 
bronchoconstriction indicates that they exert direct bronchodilating effect as well. This action 
might be explained by the localization of sst4 receptors on bronchial smooth muscle cells, 
such that their activation inhibits muscarinic receptor-induced contraction. In the ovalbumine-
induced chronic inflammation model the anti-inflammatory effects of repeated J-2156 and 
TT-232 administrations were similar, but the inhibitory action of the latter agonist on airway 
hyperresponsiveness was much greater. The reason may be that besides sst4 TT-232 also 
activates sst1 receptors  and exerts tyrosine kinase inhibitory effect (Helyes et al., 2005). On 
the basis of the present results, it can be concluded that stable, sst4-selective agonists could be 
potential candidates for the development of a completely novel group of anti-inflammatory 
drugs for the treatment of airway inflammation and also consequent hyperresponsiveness. 
 
 18
SUMMARY OF THE NEW RESULTS 
 
1. Our results provide the first evidence that during endotoxin-induced airway inflammation 
of the mouse neurogenic inflammatory mediators, such as SP and CGRP, are released from 
capsaicin-sensitive sensory nerve terminals of the lung, since inactivation of these afferents by 
RTX pretreatment prevented the LPS-induced increase of these neuropeptides. However, 
RTX desensitization did not alter the basal concentration of these peptides, which point out 
that they are also derived from cellular sources. Furthermore, we have also proved with 
selective receptor antagonists that these neuropeptides play a minor role in the overall severity 
of the inflammation, NK1 receptors are involved only in increasing granulocyte accumulation. 
On the contrary inflammatory bronchial hyperreactivity is mediated predominantly by NK2 
receptor activation.  
2. We have shown a TRPV1 receptor-dependent novel counter-regulatory mechanism in 
endotoxin-induced airway inflammation, since both the inflammatory reaction and the 
consequent bronchial hyperresponsiveness were enhanced in TRPV1 gene-deficient mice. We 
have provided biochemical and functional evidence that somatostatin released via TRPV1 
receptor activation mediates these inhibitory effects.  
3. The present results provide the first molecular biological and immunohistochemical 
evidence for the expression of somatostatin sst4 receptors in the mouse lung, 
immunopositivity was detected on bronchial epithelial cells and mononuclear cells. Studies 
with sst4 receptor gene-deficient mice revealed that the anti-inflammatory and anti-
hyperreactivity effects of somatostatin are mediated predominantly via this receptor subtype. 
4. Histopathological and functional data have shown that sst4 receptor agonists, the 
heptapeptide TT-232 and the highly selective peptidomimetic agonist J-2156, effectively 
inhibit airway inflammation and consequent hyperreactivity in both the endotoxin-induced 
acute and the ovalbumine-evoked chronic murine models. Based on these results, they can 
open novel therapeutic perspectives for the treatment of inflammatory diseases of the lung. 
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